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摘要 : 褐藻 作为 第 三 代 生 物 乙醇 生产 原料 ， 以 其 高 碳水 化 合 物 含量 、 生 产 周期 短 、 不 与 粮 争 
地 的 优势 逐渐 被 人 们 所 关注 。 但 是 在 生物 乙醇 的 实际 生产 中 , 低 成 本 基础 上 乙醇 产 率 的 提高 
HARE ARRAY PM. 这 篇 文章 主要 针对 祝 涪 制备 生物 乙醇 的 技术 困难 , 综述 了 适用 于 大 
规模 生产 生物 乙醇 的 预 处 理 技术 和 糖化 发 酵 技术 的 研究 进展 ,并 由 此 展望 褐藻 制备 生物 乙醇 
的 研究 发 展 新 方向 。 
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Optimization of bioethanol production by brown algae 
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Abstract: As the third-generation bioethanol feedstocks, brown algae have received attention 
because of advantages with high carbohydrate content, short production cycle and haven’t 
compete with grain for land. However, the improvement of ethanol yield on the basis of low cost 
is an urgent problem in the actual production of bioethanol. This article focused on the technical 
difficulties of large-scale bioethanol production from brown algae, reviewed the research progress 
of the pretreatment technology and the saccharification and fermentation technology, it also 
prospects the new potential trend of brown algae bioethanol. 
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1. 引言 

生物 燃料 与 传统 化 石 燃料 相 比 除了 在 节能 减 排 上 的 优点 外 , 更 关键 的 优势 在 于 对 自然 资 
源 的 合理 利用 、 能 源 生产 独立 和 能 源 供 应 安全 。 作 为 21 世纪 的 “绿色 能 源 ” 全 世界 生物 乙 
醇 的 生产 应 用 越 来 越 广泛 , 美国 和 巴西 分 别 利 用 玉米 和 甘蔗 生产 生物 乙醇 , 欧洲 地 区 国家 党 
以 甜菜 为 主要 原料 。 生 物 乙醇 优势 是 燃烧 性 和 好 ， 污 染 物 排放 少 ， 并 且 生产 原料 可 以 是 任何 
含有 大 量 碳水 化 合 物 并 能 够 降解 转化 为 可 发 酵 糖 类 的 植物 由， 因此 能 够 因地制宜 选择 合适 原 
Ph 但 由 于 第 一 二 代 生物 乙醇 生产 原料 分 别 以 粮食 作物 和 林木 质 纤维 素 植物 为 主 , 容易 在 我 
国 造成 “与 人 争 粮 、 与 粮 争 地 ”的 社会 局 面 ， 因 此 藻类 作为 第 三 代 生产 原料 逐渐 受到 人 们 青 
DK 


藻类 植物 与 第 二 代 生 物 乙 醇 生产 原料 林木 质 纤 维 素 类 植物 相似 , 但 因为 海水 的 浮力 能 够 
使 其 垂直 生长 ， 所 含有 的 木质 素 含量 要 远 低 于 林木 质 纤 维 素 类 植物 ; 并 且 光 合 
殖 周 期 较 短 ， 生 长 速率 是 陆地 植物 的 5-10 倍 所 ， 其 适应 能 力 强 ， 能 够 在 复杂 的 水 生 环 境 
生长 ， 某 些 藻 类 甚至 可 以 从 市 政 废水 中 获得 氮 ore creer crit 
农业 土地 资源 的 占用 外， 作为 海洋 生态 系统 中 的 初级 生产 者 ， 藻 类 能 够 吸收 大 量 有 机 元 素 ， 
通过 高 效 的 光合 作用 积累 有 机 物 , 并 且 能 够 固定 二 氧化 碳 释放 氧气 ; 同时 可 作为 其 他 海洋 生 
物 的 栖息 地 ， 能 够 优化 海洋 生态 结构 、 丰 富海 洋 生 物 多 样 性 所 ;而 且 能 够 减轻 海洋 富 营养 化 
现象 并 降低 赤潮 出 现 的 风险 ， 这 有 助 于 海洋 生态 修复 和 营养 控制 四 。 据 统计 ， 以 藻类 作为 原 
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2. 生产 乙醇 的 海藻 种 类 

我 国 的 海洋 资源 非常 丰富 ,由 于 褐藻 在 温带 地 区 分 布 广泛 , 我 国 已 成 为 养殖 生产 神 党 最 
多 的 国家 之 一 。 用 于 生产 生物 乙醇 的 褐藻 主要 集中 于 海带 、 马 尾 藻 、 岩 衣 演 和 团 扇 洛 等 品种 ， 
除 褐藻 之 外 , 还 有 部 分 红 藻 如 江 萝 和 长 心 卡 由 菠 、 绿 藻 如 游 苦 和 石 莹 也 同样 被 应 用 于 生物 乙 
醇 的 生产 。 应 用 于 生物 乙醇 生产 的 具有 代表 性 的 部 分 藻类 品种 列 于 表 1. 


表 1. 生 产生 物 乙 醇 的 不 同 藻类 品种 
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Table1. Different species of algae to produce bioethanol 


BAR Ap 预 处 理 方式 还 原 糖 发 酵 菌 株 生物 乙醇 产 ”参考 文 
产 率 率 ik 
褐藻 
Saccharina japonica( 海 0.06%H2SO4 170°C, 20min 29.10% Saccharomyces cerevisiae 6.65g/L [18 
带 ) 
Padina tetrastromatica 1% Hz2SO4,121C, 45min 0.32g/g S.cerevisiae 0.66g/g [19 
MZH) 
Sargassum vulgare 2% H2S04,121 C, 45min 0.44g/g S.cerevisiae 0.38g/g [19 
aHan EI 
Sargassum ilicifolium 1% H2SO04,121°C, 11.44g/L Meyerozyma 2.74g/L [35 
冬青 叶 马 尾 藻 ) 海洋 菌 群 处 理 15min guilliermondii 
Ascophyllum nodosum 0.2M H2SO4 , 121°C , 20 min. 15.45g/L Scheffersomyces 2.4 g/L [34 
(AB) 50°C, 150 rpm 搅拌 酶 解 18 h (Pichia) stipitis 
Laminaria Digitata 0.2M H2SO4, 121°C,20 min. 29.3 g/L Kluyveromyces 6.0 g/L [34 
( 掌 状 昆布 ) 50°C, 150 rpm 搅拌 18 h 酶 解 marxianus 
红 藻 
Gracilaria corticata 1% H2SO4,121C， 9.25g/L M.guilliermondii 1.72g/L [35] 
QER) 海洋 菌 群 处 理 15min 
Kappaphycus alvarezii 180 mM H2SO4 , 140°C,5 min. 38.3 g/L K.marxianus 16.0g/L [8] 
Cheb F HD 
PRE 
Ulva prolifera CFB) 0.2%H202, 50°C, pH=4,12h 0.42g/g S.cerevisiae 31.4% [9] 
Ulva fasciata 离子 液 处 理 24h.40°C, pH=4, 酶 解 112mg/g S.cerevisiae 0.47g/g [10] 
CEE) 24h 


藻类 含有 丰富 碳水 化 合 物 , 但 是 其 组 成 成 分 因 种 类 的 不 同 而 差异 很 大 。 碳水 化 合 物 中 褐 
藻 主 要 以 褐藻 胶 、 甘 露 醇和 昆布 多 糖 为 主 ， 而 红 菠 内 主要 是 琼 胶 、 卡 拉 胶 和 木 聚 糖 ， 绿 藻 内 
主要 是 纤维 素 和 和 孔 石 东 多 糖 。 另 外 绿 藻 中 所 含有 的 脂 质 成 分 是 三 者 之 中 最 多 的 。 由 于 绿 藻 内 
的 碳水 化 合 物 含量 要 低 于 红 藻 和 褐藻 , 因此 在 生物 乙醇 的 生产 中 研究 相对 较 少 。 而 红 藻 内 的 
琼脂 糖 并 不 像 褐藻 中 的 甘露 醇 易 深 于 水 ， 且 水 解 容易 产生 不 易 被 发 酵 利用 的 单 糖 ,并 且 红 藻 
中 的 卡拉 胶 也 需要 特殊 的 微生物 提供 降解 酶 ,因而 存在 一 定 降 解难 度 00。 作 为 一 种 重要 的 经 
济 型 海藻 ， 褐藻 在 我 国 的 养殖 利用 历史 悠久 ,主要 生长 于 温带 沿海 地 区 , 在 各 个 海域 都 有 分 
布 。 因 此 采用 褐藻 生产 生物 乙醇 在 繁殖 培育 和 总 量 上 都 更 具有 优势 。 
3. 褐藻 主要 组 成 成 分 

褐藻 内 主要 的 碳水 化 合 物 包 括 褐 藻 胶 (Alginate )、 甘 露 醇 〈D-mannitol)、 昆 布 多 糖 
(Laminarin) 和 纤维 素 (Cellulose) 等 。 其 中 含量 最 多 的 是 褐藻 胶 ， 在 不 同 海藻 中 所 占 比重 
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高 达 30%~60%023， 而 纤维 素 所 占 比 重 相对 较 少 。 神 藻 胶 和 纤维 素 形成 了 细胞 壁 的 主要 结构 
多 糖 。 在 褐藻 细胞 中 褐藻 胶 更 多 地 暴露 在 细胞 壁 中 , 纤维 素 则 做 入 褐藻 胶 的 结构 网 络 中 并 以 
少数 共 价 键 与 之 相连 接 ， 因 此 褐藻 胶 经 预 处 理 后 的 转化 速率 明显 高 于 纤维 素 0]。 

褐藻 胶 主 要 是 由 工 - 古 罗 糖 醛 酸 和 D- 甘 露 糖 醛 酸 以 不 同比 例 通 过 1,4- 糖 苷 键 链接 形成 的 
线性 共聚 物 史 。 这 个 比例 取决 于 褐藻 的 种 类 、 分 布 以 及 生长 季节 。 褐 藻 胶 裂解 酶 能 够 通过 
B- 消 除 反 应 断裂 褐藻 胶 分 子 内 的 糖苷 键 ， 内 切 型 褐藻 胶 裂 解 酶 可 以 降解 产生 不 饱和 低 聚 糖 ， 
而 外 切 型 褐藻 胶 有 裂解 酶 能 将 褐藻 胶 进 一 步 降 解 为 糖 醛 酸 单 体 化 合 物 ， 即 4- 脱 氧 -L -IREEN 
醛 酸 (4-deoxy-L-erythro-5$-hexoseulose uronic acid, DEH) 。 在 含有 褐藻 胶 裂 解 酶 的 海洋 微生物 
H, DEH 被 还 原 酶 降解 、 磷 酸化 后 进入 恩 特 纳 - 杜 德 洛 夫 代谢 途径 (ED 途径 ) 转 化 为 可 被 微 生 
物 利 用 的 丙酮 酸 和 3- 磷 酸 甘 油 醛 0 。 
甘露 醇 具 有 良好 的 水 溶性 , 将 甘露 醇 单独 用 于 制备 生物 乙醇 时 不 需 进 行 预 处 理 , 但 甘露 
醇 不 容易 被 微生物 发 酵 利 用 。 甘 露 醇 需要 经 氧化 成 果糖 后 才能 进一步 利用 ,而 这 个 转化 反应 
产生 的 NADH 需要 在 有 氧 条 件 或 在 转 氢 酶 的 存在 下 才能 转变 为 NADPH。 因 此 甘露 醇 不 能 
在 严格 厌 氧 条 件 下 被 微生物 利用 ， 需 要 采用 微 氧 发 酝 条 件 09。 
目前 以 褐藻 为 原料 生产 乙醇 的 主要 技术 难点 在 于 : (1) 褐 藻 内 褐藻 胶 和 甘露 醇 的 降解 利 
> 用 困难 ， 导 致 其 所 含 丰富 的 碳水 化 合 物 得 不 到 充分 利用 ; (2) 多 种 糖 类 无 法 同时 有 效 地 进行 
4 糖化 发 酵 生产 。 褐藻 胶 需要 特殊 的 降解 酶 进行 有 效 降解 , 而 甘露 醇 的 特殊 性 要 求 糖化 发 酵 的 
微生物 必须 有 相应 代谢 途径 , 多 种 糖 类 同时 降解 也 对 发 酵 微生物 提出 严格 要 求 。 因此 在 乙醇 
发 酵 生产 中 的 优化 处 理 主要 和 集中 在 预 处 理 和 糖化 发 酵 。 


© 4. 褐藻 生产 生物 乙醇 优化 处 理 研 究 进展 

一 4.1 预 处 理 技术 

N 藻类 细胞 的 刚性 细胞 壁 不 易 被 破坏 , 并 且 在 发 酵 过 程 中 能 被 微生物 直接 利用 的 糖 类 含量 
= Bub, WAIL Th HERE BGA IP OBE OT), PRA RHA KE, 
QO 藻 体 较为 柔软 ， 比 林木 质 纤 维 素 生物 质 更 容易 进行 预 处 理 ， 同 时 也 容易 降低 前 期 生产 成 本 。 


目前 藻类 预 处 理 技术 主要 包括 物理 预 处 理 法 、 化 学 预 处 理 法 和 生物 预 处 理 法 , 但 是 在 褐藻 生 
产生 物 乙 醇 的 实际 应 用 中 最 常用 的 是 酸 处 理 和 生物 酶 处 理 。 
4.1.1 酸 预 处 理 
目前 在 工业 生产 中 被 广泛 采用 的 是 稀 酸 预 处 理 法 。 由 于 浓 酸 作用 时 间 长 易 造 成 反应 器 的 
祝 蚀 ， 对 设备 要 求 高 ， 并 且 酸 液 回 收 较为 困难 ， 因 此 价格 低廉 、 反 应 时 间 短 的 稀 酸 处 理 技术 
成 为 预 处 理 的 最 佳 选择 。Lee 等 L081 采 用 极 低 酸 水 热 法 对 海带 (Sijaponica) 进行 预 处 理 ， 用 
0.06% 稀 硫酸 在 170°C FEE 20min 后 收集 得 到 处 理 液 中 葡萄 糖 含量 达 29.10%， 是 未 进行 预 
处 理 的 四 倍 。Durbha S091 DU & EA aa BE CPietrastromatica ) 用 1% 稀 硫酸 于 121C 处 理 45min 
后 经 酿酒 酵母 S.cerevisiae 发 酵 生 产 所 获得 的 乙醇 产 率 为 0.66g/g。Ravanal FOH R E 
中 的 褐藻 胶 和 纤维 素 同 时 糖化 ， 并 对 比 不 同 预 处 理 方 法 所 获得 的 葡萄 糖 产 率 。 采 用 2% 稀 硫 
酸 预 处 理 1h 后 的 处 理 液 加 入 纤维 素 复 合 酶 和 褐藻 胶 裂 解 酶 , 并 分 别 在 pH5.2、.50C 和 pH7.5、 
37C 下 酶 解 糖化 处 理 4h, 2h 以 求 达到 最 佳 酶 解 效 果 ， 最 终 葡 萄 糖 和 糖 醛 酸 得 率 分 别 为 
68.4wt%、85.8wt% 。 而 未 预 处 理 直 接 酶 解 糖化 所 获得 和 葡萄糖 和 糖 醛 酸 的 收 率 却 仅 为 6.4 
Wt.% 18.3 wt.%o。 
但 最 近 Wang 等 P11 提 出 酸性 预 处 理 不 适用 于 褐藻 胶 单 体 糖 化 发 酵 生产 乙醇 的 看 法 。Wang 
等 2 使 用 1% (w/v) 稀 硫 酸 在 120'C 下 对 褐藻 胶 单 体 预 处 理 30min， 同 未 经 预 处 理 的 褐藻 胶 
一 起 经 相同 褐藻 胶 裂 解 酶 酶 解 后 ， 预 处 理 所 获 还 原 糖 产 量 要 比 与 未 经 预 处 理 获 得 产量 高 出 
7.35%， 但 这 数值 要 低 于 研究 者 的 期 望 值 。 分 析 发 现 褐藻 胶 酸 性 预 处 理 和 酶 解 过 程 分 别 会 产 
生 饱 和 单 体 〈 甘 露 糖 醛 酸 和 古 罗 糖 醛 酸 )、 不 饱和 单 体 DEH )， 而 发 酵 微生物 无 法 同时 代 
谢 这 些 不 同 的 单 体 ， 并 且 甘 露 糖 醛 酸 和 古 罗 糖 醛 酸 也 很 难 被 微生物 发 酵 利 用 。 
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由 于 酸性 预 处 理 技术 对 后 续 酶 解 糖化 效率 的 提高 所 贡献 的 作用 较 小 , 同时 产生 多 种 不 易 
被 发 酵 的 单 体 化 合 物 ， 因 此 Wang 等 2 认为 褐藻 胶 不 适合 采用 酸性 预 处 理 技 术 。 
4.1.2 混合 酶 预 处 理 
除了 稀 酸 预 处 理 外 , 酶 解法 也 常 被 考虑 作为 有 效 的 降解 方法 , 尤其 是 能 够 对 褐藻 胶 和 其 
他 多 糖 进行 充分 降解 。 但 一 种 酶 单独 酶 解 预 处 理 藻类 多 糖 的 效率 较 低 , 在 研究 中 常 将 多 种 酷 
组 合 应 用 于 预 处 理 。Sharma 等 2 研究 发 现 ， 纤 维 素 酶 与 褐藻 胶 有 裂解 酶 按 9:1 比例 混合 形成 
的 酶 混合 物 能 够 有 效 释 放 葡 萄 糖 和 甘露 醇 。 并 且 在 酶 解 5-20h 期 间 ， 甘露 醇 的 释放 量 开始 升 
高 ， 经 历 7h 的 潜伏 期 后 混合 酶 所 释放 的 总 糖 量 要 高 于 纤维 素 酶 单独 酶 解 所 释放 的 糖 量 。 了 
物质 含量 为 25% (wy) 时 混合 酶 所 释放 的 葡萄 糖 和 甘露 醇 的 总 糖 量 达 到 74g/L。 最 近 有 研 
究 者 通过 筛选 海洋 微生物 和 构建 重组 酶 生产 菌株 来 完成 对 原料 更 有 效 的 多 酶 混合 降解 。 
Manns 等 3] 将 从 蒜 氨 醇 单 胞 菌 和 黄 杆 菌 属 中 分 离 出 的 两 种 褐藻 胶 裂 解 酶 在 大 肠 杆菌 中 进行 
重组 表达 , 并 结合 真菌 纤维 素 酶 对 褐藻 进行 酶 解 研究 发 现 , 褐藻 中 的 葡萄 糖 和 甘 圳 醇 的 糖 回 
收 率 达 90% 以 上 , 并 对 褐藻 内 所 含有 的 其 他 成 分 岩 藻 多 糖 也 具有 一 定 降 解 作 用 .MohapatraD24] 
从 马尾 菠 中 筛选 分 离 出 能 够 同时 生产 褐藻 胶 裂 解 酶 和 纤维 素 酶 的 微小 杆菌 Exiguobacterium 
sD.Alg-S5， 分 析 发 现 所 产 褐藻 胶 裂 解 酶 和 纤维 素 酶 活性 在 pH7.5、 温 度 分 别 为 40C 和 45°C 
~ 时 达到 最 佳 状态 ， 在 55'C 时 两 种 酶 的 相对 酶 活性 也 都 能 够 保持 在 40% 以 上 。 两 种 酶 的 酶 产 
N 量 在 培养 60-72h 内 都 逐渐 达到 最 大 值 ， 并 且 产 酶 时 间 可 持续 至 122n。 自 然 产 酶 微生物 和 所 
N 构建 的 重组 酶 菌株 在 实际 生产 中 研究 较 少 ， 对 后 续 发 酵 的 影响 还 有 待 深 入 研究 。 
N 褐藻 中 包含 褐藻 胶 、 甘 露 醇 、 昆 布 多 糖 和 纤维 素 等 不 同 碳水 化 合 物 ， 将 多 种 糖 类 通过 单 
© 一 预 处 理 形 式 有 效 降 解 从 而 提高 可 发 酵 糖 产量 的 可 能 性 较 小 。 虽 然 酶 解法 能 够 更 温和 、 更 有 
一 效 的 降解 褐藻 胶 , 但 带 来 的 高 成 本 也 增加 了 工业 化 生产 的 困难 。 因 此 将 多 种 预 处 理 方法 相 结 
合 或 许 更 适用 于 褐藻 的 预 处 理 。 第 二 代 林 木 纤 维 素 乙 醇 的 研究 已 经 比较 成 熟 , 辐射 法 因为 经 
一 济 性 和 高 效 性 已 经 被 广泛 应 用 于 林木 纤维 素 乙 醇 的 生产 中 , 但 是 在 褐藻 预 处 理 中 应 用 还 是 较 
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4.1.3 辐射 预 处 理 

传统 的 物理 预 处 理 方 法 如 机 械 法 和 研磨 法 都 能 够 通过 改变 原材料 的 比 表 面积 以 提高 后 
续 酶 解 糖化 的 效率 ， 但 其 缺点 在 于 能 耗 大 、 对 酶 解 效率 的 提高 较 少 ， 并 不 适合 实际 生产 。 极 
具 吸 引力 的 高 能 辐射 能 够 通过 微波 、Y 射线 、 电 子 束 等 物理 射线 对 生物 质 进 行 预 处 理 。 辐 射 
所 需 的 能 耗 低 于 传统 物理 预 处 理 方法 、 不 会 产生 发 酵 抑 制 物 , 同时 相对 于 化 学 预 处 理 方法 而 
言 也 不 会 产生 腐蚀 作用 , 不 需要 考虑 溶剂 大 量 的 使 用 和 回收 问题 , 并 且 在 下 游 生 产 中 不 需 中 
和 冷却 等 多 余 的 生产 工艺 。Bak 等 P3 对 稻 秆 进行 电子 束 辐射 (Electron beam irradiation,EBI) 
预 处 理 后 采用 真菌 同步 糖化 发 酵 生 产生 物 乙 醇 ，48h 后 最 终 所 得 的 产 率 为 57.2%， 此 时 未 经 
过 EBI 预 处 理 的 原料 发 酵 生产 的 乙醇 产 率 仅 有 22.7%。 当 发 酵 时 间 被 延长 至 144h, RA EBI 
预 处 理 的 原料 发 酵 得 到 乙醇 产 率 的 最 大 值 也 仅 为 23.8%, 而 经 过 EBI 预 处 理 后 的 最 终 乙醇 产 
率 则 增长 至 72.3%， 是 未 预 处 理 样 本 的 2.8 倍 。 

辐射 预 处 理 法 能 够 结合 其 他 预 处 理 方法 一 起 使 用 ， 并 且 能 够 根据 不 同 原料 调整 辐射 剂 
量 ,达到 最 佳 优 化 效果 ,Chung SC y 射线 辐射 和 酸 处 理 法 相 结 合 , 在 121C 下 用 3% (w/w) 
稀 硫酸 预 处 理 杨 树 皮 60min， 然 后 将 其 暴露 在 不 同 剂量 的 Y 射线 下 , 在 剂量 为 1000kGy 的 射 
线 辐射 下 所 获得 最 大 还 原 糖 产量 为 83.1%。 单 独 使 用 1000kGy 剂量 的 辐射 预 处 理 和 稀 酸 预 
处 理 分 别 获得 还 原 糖 产 量 为 51.5%、56.1%。 和 辐射 预 处 理 法 与 其 他 预 处 理 方法 的 结合 能 够 显 
著 降 低 纤维 素 的 结晶 度 ， 明 显 提高 还 原 糖 的 产量 。Lee 等 7 采用 电子 束 辐射 和 稀 酸 相 结合 由 
二 级 预 处 理 技术 对 红 麻 杆 蕊 进行 预 处 理 ， 在 120°C FA 3% 稀 硫酸 预 处 理 Sh 后 ， 红 麻 杆 芯 又 
经 辐射 预 处 理 〈 辐 射 剂 量 500kGy )， 分 析 发 现 半 纤 维 素 含量 由 25.43% 显 著 下 降 至 1.39%。 
在 经 过 电子 束 辐射 和 稀 酸 相 结合 的 二 级 预 处 理 、72h 的 酶 解 处 理 后 ， 所 获得 还 原 糖 产量 达到 
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73.6%， 要 远 高 于 未 经 预 处 理 〈36.9%)、 单 独 电子 束 辐射 预 处 理 〈40.6%) 和 单独 稀 酸 预 处 
BE (44.0%) 的 产量 。 
目前 以 褐藻 为 原料 的 乙醇 生产 中 也 有 研究 者 使 用 辐射 法 与 其 他 方法 相 结合 , 以 减少 抑制 
化 合 物 的 形成 或 增加 后 续 酶 解 效率 。Yuan 等 Pa 利用 微波 加 热 代 替 热 水 预 处 理 来 辅助 稀 酸 对 
宕 衣 藻 (4.nodosrvxz) 的 预 处 理 ， 从 而 减少 了 抑制 物 的 生成 。 而 Yoon 等 2 采用 500kGy 剂量 的 
y 射线 进行 辐射 预 处 理 ， 褐 荡 (Undaria sp.) 的 还 原 糖 含量 从 0.017g/L 增 至 最 大 值 0.048g/L; 
而 121C 下 1% 稀 硫酸 处 理 褐 党 180min 所 获得 的 还 原 糖 最 大 含量 甚至 低 于 0.04g/L。 但 将 以 
上 两 种 预 处 理 方法 结合 后 ， 所 获得 的 还 原 糖 含 量 高 达 0.235g/L， 这 也 充分 说 明 辐 射 法 在 褐藻 
预 处 理 中 的 可 行 性 。Y 射线 能 够 破坏 褐藻 的 细胞 结构 释放 大 量 水 解 产 物 , 但 是 y 射线 对 褐藻 
胶 的 影响 还 有 待 探究 ， 在 目前 预 处 理 的 创新 上 可 作为 一 个 改进 点 。 
4.2 糖化 发 酵 技 术 
4.2.1 糖化 发 酵 方 法 的 选择 
分 步 糖 化 发 酵 (separate hydrolysis and fermentation, SHE) 是 将 糖化 和 发 酵 单独 反应 ， 能 够 
通过 控制 生产 条 件 使 酶 解 和 发 酵 效 率 达 到 最 佳 , 同时 也 容易 产生 后 续 微 生物 代谢 活性 的 抑制 
` 物 。 同 步 糖化 发 酵 (simultaneous saccharification and fermentation, SSF) 可 以 在 同一 个 反应 器 中 
~ 同时 进行 糖化 和 发 酵 ， 能 减少 水 解 产物 对 发 酵 生 产 的 抑制 作用 ， 但 效率 不 容易 达到 最 佳 。 
N Hou 等 B0 对 不 同 浓度 (5%, 10%) 的 昆布 (ZL.digitata)〉 基质 分 别 采 用 SSF 和 SHF 进行 
RTZ, SHF 发 酵 法 要 比 SSF 发 酵 法 高 出 38%-40% 的 产 率 ， 这 可 能 是 由 于 SSF 过 程 中 酶 解 的 
效率 较 低 。 但 随 着 底 物 浓度 的 增加 ，SHEF 的 生产 效率 也 有 所 下 降 ， 主 要 原因 在 于 发 酵 过 程 
© 中 出 现 的 产物 抑制 现象 。 而 Jelynne 等 60 将 马尾 菠 (Sargassum sp.) 经 过 稀 酸 预 处 理 后 用 酿 
T 酒 酵母 分 别 进行 SSF 和 SHF 发 酵 ， 对 比 发 现 SSF 的 乙醇 转化 率 为 66.9%,， 而 SHF 的 转化 率 
仅 为 34.1%。SSF 和 SHF 的 转化 效率 可 能 受到 了 生产 过 程 因素 影响 ， 不 能 简单 绝对 
地 比较 两 者 效率 的 高 低 。 
但 由 于 SSF 所 需 设备 简单 ， 生 产 周 期 较 短 ， 还 能 够 减少 微生物 污染 的 影响 ， 更 适用 于 
藻类 大 规模 生产 ,大 多 数 研 究 者 也 都 在 褐藻 生产 生物 乙醇 的 研究 中 采用 同步 糖化 发 酵 法 , 但 
是 SSF 的 缺点 在 于 会 出 现 酶 解 温 度 与 发 酵 温度 不 一 致 的 问题 ， 在 后 续 研 究 中 有 待 进一步 解 
Re 
4.2.2 天 然 发 酵 微 生物 的 选择 
在 褐藻 中 难以 被 降解 利用 的 除了 褐藻 胶 还 有 甘露 醇 , 只 有 少数 微生物 可 以 利用 转化 甘露 
醇 ， 并 且 在 转化 途径 中 产生 了 氧化 还 原 反 应 ， 这 可 能 会 导致 额外 的 还 原 当 量 NAD(P)H 不 断 
积累 631， 容 易 造 成 一 种 不 平衡 的 氧化 还 原 发 酵 条 件 631。 在 常见 的 乙醇 发 酵 微 生物 中 ， 标 榈 
发 酵 细 菌 (Zymobacter palmae) 只 能 发 酵 甘 圳 醇 ， 马 克 斯 克 和 鲁 维 酵母 (K.marxianus) 和 嗜 同 管 赛 
酵母 (Pacchysolen tannophilus) 只 能 发 酵 海带 多 糖 , 而 毕 赤 酵母 (Pichia angophorae) 可 以 同时 发 
酵 甘 露 醇和 海带 多 糖 B4。Obata 等 63 研 究 发 现 马克 斯 克 鲁 维 酵母 在 发 酵 30h 后 乙醇 产量 达到 
最 高 ， 并 消耗 了 $2% 的 可 利用 糖 类 。 毕 赤 酵 母 对 褐藻 内 糖 类 的 利用 更 为 充分 ， 但 是 反应 时 
间 较 长 ， 发 酵 144h 后 才 达 到 和 马克 斯 元 鲁 维 酵母 相同 的 产量 。Sudhakar 等 B9 认 为 利用 海藻 
的 微生物 也 应 具有 一 定 耐 盐 性 ， 并 利用 海洋 酵母 (Mguilliermondii) 发 酵 经 1%(v/v) 人 硫酸 
(C121C,1Smin) 和 海洋 菌 群 〈 包 括 纤维 素 降 解 海洋 细 苗 与 褐藻 胶 降 解 细菌 ) 共同 处 理 的 新 
鲜 褐藻 S.ilicifolium， 乙 醇 产 量 最 高 达 2.74 土 0.78g/L。 
最 近 又 有 研究 者 发 现 能 够 降解 利用 甘露 醇 的 天 然 微生物 , 同时 该 微生物 还 能 够 降解 利用 
褐藻 胶 。 五 等 B1 发 现 的 Defluviitalea phaphyphila 是 第 一 种 被 鉴定 出 能 直接 利用 褐藻 发 酵 生产 
乙醇 的 嗜 热 细菌 ,能够 同时 以 葡萄 糖 、 甘 露 糖 和 褐藻 胶 降解 后 的 糖 醛 酸 为 原料 发 酵 生 产 乙 醇 。 
D.phaphyphila Algl 是 一 种 呈 杆 状 的 革 兰 氏 阴 性 专 性 厌 氧 发 酵 代 谢 菌 ， 最 佳 生长 温度 在 
55-60C， 可 以 利用 除 茂 糖 、 木 糖 以 外 的 多 种 糖 类 。 相 对 其 他 发 酵 微 生物 ，D.ppapjppjiaAlgl 
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菌株 对 甘露 醇 利 用 则 更 为 高 效 。 同 时 D.phaphyphila 是 耐 热 菌株 ， 实 验 表 明 在 60C 时 对 葡萄 
糖 和 褐藻 胶 的 利用 生产 效率 要 高 于 45C. 对 D.phaphyphila Algl 的 基因 组 结构 分 析 表 明 ， 该 
菌 种 含有 一 套 完 整 的 参与 褐藻 代谢 的 基因 组 ,有 三 个 关键 基因 艇 和 诸多 关键 基因 参与 了 褐藻 
胶 、 甘 露 醇 以 及 海带 多 糖 的 降解 9。 但 最 重要 的 表 型 特征 是 在 高 温 下 降解 褐藻 胶 的 能 
而 且 这 个 嗜 热 菌株 内 褐藻 胶 降 解 系统 也 包括 了 许多 新 的 耐 热 褐藻 胶 裂 解 酶 和 独特 的 1- 磷 酸 
甘露 醇 脱氧 酶 。 因 此 在 理论 上 可 以 作为 褐藻 发 酵 生产 乙醇 的 理想 菌株 。 

在 考虑 到 褐藻 内 碳水 化 合 物 降 解难 度 的 同时 , 同步 糖化 发 酵 的 劣势 也 需要 克服 。 同步 糖 
化 发 酵 反 应 器 中 的 温度 常常 高 达 50'C， 普 通 酶 的 最 佳 酶 解 温 度 则 在 30~37 C81, W 
的 差别 可 能 极 大 地 影响 最 终 乙醇 产量 。 耐 高 温 菌 株 的 使 用 能 显著 降低 冷却 成 本 、 减少 细菌 污 
染 风 险 、 有 效 提高 发 酵 速率 和 产物 得 率 。 因 此 SSF 的 优化 依赖 于 具有 高 发 酵 力 和 耐 热 微 生 
物 的 应 用 9。 
酿酒 酵母 因 其 良好 的 乙醇 耐 受 性 常 作为 发 酵 生产 的 首选 菌株 , 但 最 近 也 有 研究 者 认为 酿 
酒 酵母 实际 上 可 能 并 不 适合 藻类 发 酵 生 产 乙 醇 6]。 酿 酒 酵母 对 乙醇 的 耐 受 能 力 随 着 温度 的 
升 高 反而 有 所 下 降 ， 最 大 发 酵 能 力 在 37°C AP), Castro 等 9] 通过 对 比 实验 发 现 酿酒 酵母 
在 温度 从 30C 增 加 到 45C 后, 乙醇 的 产 率 减少 了 35%。 而 随 着 温度 从 30'C 逐 渐 升 高 至 45°C, 


> HY feng a H E i Ot oe SE BE A AE EB, Se oe SE LE 45'C 时 对 
GN 20g/L 葡萄 糖 的 最 大 利用 率 为 2.9g/L/h。Costa 等 B9 比 较 了 酿酒 酵母 和 马克 斯 克 鲁 维 酵母 在 不 
同 温度 和 不 同 葡萄 糖 浓度 下 的 同步 糖化 发 酵 能 力 , 马 克 斯 克 鲁 维 酵 母 在 45'C 时 利用 不 同 浓度 
N 即 2%, 4%, BALLE 16%(w/v) 的 葡萄 糖 ， 酿 酒 酵母 只 能 利用 浓度 为 8% 和 16%(w/v) 的 葡萄 
© 糖 培养 基 。 酿酒 酵母 不 具有 耐 高 温 特性 ,发 酵 反 应 器 中 较 高 的 温度 容易 使 酿酒 酵母 生产 效率 
re 降低 ， 造 成 生物 乙醇 产量 的 减少 。 但 是 考虑 到 菌株 的 乙醇 耐 受 性 ,马克 斯 克 鲁 维 醇 母 的 乙醇 


耐 受 性 却 不 如 酿酒 酵母 ,在 生产 过 程 中 随 着 乙醇 浓度 升 高 可 能 会 造成 马克 斯 克 鲁 维 酵母 发 酵 
一 能 力 的 改变 。 并 且 马 克 斯 克 鲁 维 酵 母 对 多 糖 的 降解 利用 有 上 县 有 局 限 性 , 不 能 对 褐藻 进行 更 高 效 
= 的 利用 。 
re 4.2.3 基因 工程 菌株 的 构建 选择 

很 少 有 天 然 微生物 能 够 满足 耐 高 温 、 耐 乙醇 并 且 还 有 良好 降解 发 酵 能 力 的 要 求 ， 最 新 发 
现 的 D.phaphyphila 似乎 是 一 种 理想 的 发 酵 苗 株 ， 但 相关 研究 还 处 于 起 步 阶段 ， 还 需要 进行 
大 量 的 优化 实验 才能 应 用 于 实际 生产 .因此 在 大 规模 生产 中 构建 基因 工程 菌 对 不 同 原料 进行 
针对 性 降解 利用 ， 可 以 达到 最 佳 发 酵 效 果 。 

常用 来 构建 基因 工程 菌 的 宿主 菌 包括 大 肠 杆 菌 和 酿酒 酵母 大 肠 杆菌 不 含 降解 褐藻 胶 和 
甘露 醇 的 代谢 途径 , 但 却 是 作为 构建 基因 工程 菌 的 良好 宿主 。 酿酒 酵母 中 不 具备 可 以 代谢 神 
HERRAR DEH 的 基因 ， 因 此 相对 容易 将 其 他 基因 整合 至 酿酒 酵母 中 ， 而 且 酿 酒 酵母 对 
乙醇 的 耐 受 性 也 更 有 利于 乙醇 生产 的 ]。 
Wargacki 等 [% 将 大 肠 杆菌 的 染色 体 与 宰 汇 肌 裂 解 酶 等 关键 酶 基因 融合 ， 并 建立 了 可 直 
接 利用 褐藻 胶 发 酵 生产 乙醇 的 工程 菌 ， 使 乙醇 产 率 达 到 理论 值 的 80%。 改 造 后 的 大 肠 杆 菌 
通过 降解 褐藻 胶 不 仅 能 够 为 乙醇 发 酵 生 产 提供 额外 的 糖 源 , 同时 还 能 够 平衡 由 甘露 醇 代 谢 所 
产生 的 多 余 还 原 当 量 ， 实 现 了 多 种 糖 类 同步 发 酵 生产 乙醇 。 但 Lee SISA, RAK 
杆菌 菌株 中 还 应 注意 糖 醋酸 还 原 酶 的 功能 性 表达 , 因为 在 大 肠 杆 菌 中 大 量 还 原 酶 容易 表达 为 
不 溶 形式 或 者 酶 活性 较 低 。 作 为 乙醇 生产 菌株 ,不仅 要 具有 较 高 的 乙醇 耐 受 性 ， 同时 为 了 充 
分 利用 甘露 醇和 褐 汇 胶 、 增 加 生物 乙醇 的 产量 ， 在 微生物 中 的 恩 特 纳 - 杜 德 洛 夫 代 谢 途 径 
(ED). 糖 酵 解 (EMP) 等 代谢 途径 也 需要 进行 重组 和 优化 。Enquist-Newman 等 (3 使 用 酿酒 酵母 
结合 关键 基因 如 产 褐藻 胶 裂 解 酶 基因 构建 基因 工程 菌 ， 能 利用 褐藻 胶 降 解 后 的 单 体 DEH Æ 
产生 物 乙醇 ， 产 量 可 达到 理论 值 的 83%， 但 是 不 能 直接 降解 褐藻 胶 。Takagi 等 的 将 来 自 海 
洋 细菌 Saccharophagus degradans 的 褐藻 胶 裂 解 酶 基因 与 酿酒 酵母 基因 组 相 结合 ， 成 功 构建 
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降解 效率 都 要 高 。 酵 母 表面 展示 系统 能 够 集 表 达 、 纯 化 、 固 定 于 一 体 ， 减 少 操作 步骤 ， 同 时 
这 种 表面 展示 的 酶 还 能 够 被 重复 利用 。 之 后 Motone 等 史 ] 同 样 从 S.degradans 2-40 中 分 离 出 
海带 多 糖 酶 Gly5M 构建 酿酒 酵母 表面 展示 系统 ， 并 利用 该 系统 直接 降解 、 吸 收 褐藻 中 的 海 
带 多 糖 发 酵 生产 乙 醉 。 
5. 总 结 与 展望 
在 褐藻 生产 乙醇 的 优化 中 , 最 重要 的 技术 难点 是 预 处 理 和 同步 糖化 发 酵 工 艺 的 优化 。 而 
两 者 面临 的 主要 挑战 在 于 实现 预 处 理 的 低 成 本 和 高 效率 , 构建 耐 高 温 、 耐 乙醇 并 适合 褐藻 降 
解 发 酵 的 基因 工程 菌 。 目 前 使 用 酸 和 混合 酶 对 褐藻 进行 预 处 理 的 技术 已 经 比较 成 熟 , 同时 也 
在 开发 利用 多 种 预 处 理 方法 的 联合 使 用 或 采用 其 他 预 处 理 方式 来 提高 褐藻 生产 乙醇 的 效率 。 
而 且 研 究 者 除了 通过 构建 新 的 基因 工程 菌 以 利用 褐藻 内 褐藻 胶 和 甘露 醇 , 还 不 断 发 现 适合 
者 降解 的 天 然 微 生物 。 
虽然 目前 以 褐藻 制备 生物 乙醇 的 研究 较 多 , 但 在 技术 层面 上 还 需要 不 断 提 高 ,今后 的 下 
究 将 主要 集中 于 以 下 方面 : 
(1) 改进 预 处 理 方式 ;林木 纤维 素 乙 醇 采 用 的 低 成 本 预 处 理 方法 如 辐射 法 已 经 全 面 推 
广 ， 但 在 褐藻 生产 中 的 可 行 性 还 需要 不 断 探 究 ， 并 且 还 需要 不 断 结合 其 他 酶 解 或 
化 学 预 处 理 方法 进行 优化 研究 。 
aa (2) 天然 微 生物 的 发 现 与 研究 :; 新 发 现 的 海洋 微生物 中 存在 对 褐藻 胶 和 甘露 醇 降 解 的 
N 天 然 途径 ， 并 且 在 生物 乙醇 生产 中 表现 出 良好 耐 热 性 ， 这 将 吸引 人 们 发 现 更 多 适 
© 合生 物 乙 醇 生产 的 天 然 微生物 ， 天 然 微 生物 生产 乙醇 的 效率 也 需 不 断 提高 。 
r (3) 基因 工程 菌株 的 构建 : RPA METAR BAS vay m A H BP A Hg EI IR PR BE 
途径 ， 但 是 作为 优良 性 能 的 宿主 菌 和 工业 化 乙醇 发 酵 生 产 菌株 菌 ， 是 构建 基因 工 
程 菌 的 首选 。 而 其 他 天 然 微生物 ， 在 基因 工程 菌 的 构建 上 仍 需 要 进行 不 断 深入 而 
究 ， 将 关键 降解 基因 、 耐 高 温 基因 等 基因 与 乙醇 发 酵 菌株 共 表达 ， 构 建生 物 乙醇 


(4) 采用 多 种 微生物 菌株 共同 处 理由 于 褐 东 内 碳水 化 合 物 的 多 样 性 ， 单 一 微生物 难 
以 对 褐 荡 进行 高 效 降 解 和 发 酵 利 用 。 不 仅 天 然 微 生物 难以 同时 利用 其 中 褐藻 酸 、 
Cc 甘露 醇和 昆布 多 糖 等 碳水 化 合 物 ， 就 连 基 因 工 程 菌株 也 存 有 缺陷 。 因 此 将 多 种 天 
一 然 微生物 菌株 或 基因 工程 菌株 混合 利用 将 能 够 最 大 化 降解 褐藻 内 碳水 化 合 物 、 提 
O 高 生物 乙醇 发 酵 效 率 。 
随 着 工艺 技术 的 不 断 创新 与 突破 , 将 会 极 大 提高 褐藻 生产 乙醇 的 效率 ,褐藻 生物 乙醇 的 
应 用 也 将 产生 极 大 的 经 济 、 社 会 和 环境 效益 。 
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